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i. 2201299 

La pr^sente invention concerne des nouveaux reactif s de 
titrage, leurs compositions, des proc^des pour leur preparation 
et leur utilisation pour la detection et la me sure de divers sys- 
temes et/ou composants biologiques. Plus particulierement, I'in- 
5 vention a pour objet des reactif s nouveaux de titrage qui sont u- 
tiles, notamment, pour la detection et la me sure de I'activite 
enzymatique et de la concentration de divers antigfenes et anti- 
corps. Ces reactif s conviennent remarquablement a 1' amplification 
et ils permettent ainsi de detecter des concentrations relative- 

10 ment faibles du composant mesur6. 

Le f onctionnement de la pr£sente invention est en g£n£- 
ral sous forme d'une reaction entre un reactif et un composant 
qu'on desire detecter et mesurer, par exemple une enzyme, de sor- 
te que le reactif subit une alteration chimique et passe k une 

15 forme se pretant facilement a des mesures commodes par des moyens 
spectrophotom6triques. Ainsi, la quantity du reactif chimiquement 
altera est directement proportionnelle a la quantite du composant 
biochimique qu f on desire mesurer # 

Lors d'un titrage de 1* activity enzymatique, on melange 

20 un reactif appropri6 formant substrat avec un excfes des substan- 
ces biologiques contenant 1' enzyme qu'on desire mesurer. L' enzyme 
r^agit avec le reactif, par exemple par hydrolyse d'un groupe es- 
ter convenable, pour donner ainsi un produit qu'on peut traiter 
conf ornament a l 1 invention en vue d'obtenir une quantite equiva- 

25 lente (basee sur la quantite de l 1 enzyme presente) d'un indica- 
teur fluorescent ou color§ qu'on peut mesurer sans difficulty. 
Ainsi la concentration du groupe indicateur est equivalente k la 
concentration du reactif alt ere et cette derniere concentration 
est elle-mSme fonction de 1' activity enzymatique dans le compo- 

30 sant inconnu. 

On peut effectuer des mesures immunologiques a l'aide 
des reactif s selon 1' invention en proc£dant comme suit : on asso- 
cie chimiquement ou on couple le reactif avec un antigene; le 
compose resultant antigene/reactif est alore ajoute k sen anti- 

35 corps spScifique de mani&re a saturer les sites de fixation de 
1* antigene sur I'anticorps. Lors de 1' addition de la substance 
biologique contenant l 1 antigene qu'on desire mesurer, le compost 
antigene/reactif est deplac6 de I'anticorps par l 1 antigene conte- 
nu dans la substance biologique. On peut alors mesurer le compoBfi 

40 antigene/reactif d6plac6 par un clivage chimique du groupe indi- 
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cateur. Is quantite clivse est done proportionnelle k la quentite 
d f antigene dans la substance biologique capable de deplacer le 
compose antigene/reactif . 

De faqon analogue, on peut me surer l T anticorps en utili- 
5 sent des composes reactif /&nticorps # 

En variante, le reactif peut etre fix£ silt l'anticorps 
de mani&re a ne pss blocuer ses sites de fixation de 1' antigene. 
On ajoute alors c.e l 1 antigene et on prepare un complexe antigene/ 
anticorps. On elimine par des procedes convenables l'anticorps 
10 non rsactif residuel et le reliquat du complexe antic orps/reac- 
tif /antigene constitue une mesure de la quantity presente d' anti- 
gene. On peut estimer cette quantite par un clivage conv enable du 
groupe indicateur dont la cuantite est proportionnelle a celle du 
complexe anticorps/recctif /antigene, 
15 La quantite d'un periodste dans un systeme capable de 

lib^rer une quantite mesurable d'un indicateur k partir d'un re- 
actif approprie f ournit une determination directe de la concen- 
tration de periodate. 

Le procede par lequel on mesure le reactif altere cons- 
20 titue le premier aspect qui est aussi 1' aspect principal de 1' in- 
vention. Suivant cet aspect de I 1 invention, on utilise un procede 
selon lequel on traite un compose repondant a la f ormule s 

R^-CxLj- ( CE D ) -CH-CH-R^ 

I I 

25 R 3 R 4 

(A) 

dans laquelle n est 0 ou 1; R repr£sente un groupe indicateur; 
R est un atome d'hydrogene ou un anticorps ou antigene couplfi; 
R 5 est un radical hydroxy; et R 4 est un groupe hydroxy, amino ou 

30 mercapto, avec un agent oxydant capable de cliver la liaison des 
atomes de carbone portant les substituants R^ et r\ puis on Sli- 
mine le groupe indicateur (R 1 ). 

Dans le present mgmoire, l'expression "groupe indica- 
teur" designe un groupe qui, sous sa forme libre, lors de son d<£- 

35 gagement du compose progeniteur, est fluorescent et/ou 6met des 
vibrations tilectromagnetiques dans les longueurs d'ondes du spec- 
tre visible, e'est-a-dire entre 300 et 800 millimicrons environ 
ou qui est un radio-isotope. Cette expression englobe les indica- 
teurs usuels et notamment les groupes chromaphores et fluoropbo- 

40 res connus de l'homme de l'art. Des groupes reprfisentatif s sont 
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les suivants : p-nitrophenoxy , o,p-dinitrophenoxy , fluorescein, 
m6thoxyfluoresc£ine, o-amino-benzoate et coumarines. On peut 6ga- 
lement utiliser des phenols ou des composes a.romatiques iodes a- 
vec I 12 ^ ou marques avec du carbone C 14 . Das groupes indicateurs 
5 prefers sont les suivants : p-nitrophenoxy, o,p-dinitrophenoxy , 
fluoresc^ine, m§thoxyfluoresc£ine, les coumarines et le groupe 

2 , 4-diiodo (I 125 ) -phenoxy ♦ 

Dans le present memoire, 1' expression "anticorps ou an- 
tigene couple" doit etre comprise comme englobant un "groupe an- 
10 ticorps ou antigene" en meme temps qu'un moyen de couplage avec 
l'atome terminal de carbone de la chalne de squelette du reactif , 
que ce moyen soit une liaison chimique directe ou un groupe spe- 
cif ique de couplage. Les groupes appropri£s de couplage compren- 
nent les groupes ester ou amido de formule partielle (voir formu- 
la le JL ci-dessus) : q 

ii 

-CH-CH-C-NH-antigene ou-anticorps 

ou des groupes amine de formule partielle (voir formule A ci-des- 
20 sus) : 

-CH-CH-CH 0 -NH-autigene ou -anticorps 

L 1 expression "groupe anticorps ou antigene" est definie dans le 
25 present contexte, dans le cas des antigdnes, comme des substances 
biologiques telles que des hormones, I'insuline, des steroldes ou 
des peptides, par exemple la testosterone ou la gonadotropine 
chorionique, et aussi de petits antig^nes tels cue des medica- 
ments, par exemple des opiates et certaines bacteries telles que 
50 la gonorrhee (Neisseria gonorrhoeae). Dans le cas des anticorps, 
sont compris egalement les anticorps naturels du sang tels que 
ceux correspondent a certains virus, par exemple a 1 'hepatite, et 
ceux correspondant a certaines bacteries, par exemple au bacille 

de la tuberculose. 

35 L'oxydation et l 1 elimination peuvent etre effectuees si- 

multanSment ou en des stedes separfis. Pour l'oxydetion, on utili- 
se des oxydants appropries tels que le metaperiodste de sodium et 
ses compo Bants oxydants metastables; le tetraacetate de plomb et 
certains bismuthates comme le bismuthate de sodium. On prefere 

40 l'ion periodate sous forme d'un sel soluble, par exemple de sel 
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sodique, pot as si cue cm d'un sel d T amine . 

On effectue l'elinination. a I'aide des reactifs basiques 
appropries qui peuvent etre, en presence de l'agent d'oxydation, 
des amines aliphati.rues priraaires on secondsires, per example la 
5 methylaiaine, 1 'ethylamine, la cyclohexylamine, la diethiyl amine, 
etc, ou certaines aaines arouatiques telle s que l'aniline. On 
peut utiliser d'autres bases telles cue les hydroxydes, carbona- 
tes ou bicarbonates de sodium ou de potassium, 

Un procede efficsce per lequel on peut effectuer I'oxy- 
1C dstion et l 1 elimination en un seul stade (Elimination par oxyda- 
tion) consiste a trait er le r^actif avec un exces d'un agent oxy- 
dant en m&ne temps qu'avec I'une des- bases enumirees ci-dessus. 

On conduit les reactions d r o:rydation et d f elimination 
d'une facon com: ode quelconque, a des temperatures comprises en- 
15 tre 5 a 10C°C environ et pendent une duree de 1 a 25 minutes en- 
viron. 

La reaction consomme les corps en reaction a raison del 
mole de l'agent oxydant par mole de substrat mais, lorsqu'on uti- 
lise une amine, on utilise une quantite plus grande d 1 agent oxy- 
20 dant. Bien que les reactions puissent etre effectue es avec des 
proportions quelconques des corps en reaction, on prefere utili- 
ser de 5 a 10 moles environ d* agent oxydant et de 10 k 100 moles 
environ de base par mole du reactif approprie. 

Le proc£d£ selon ce premier aspect de I'invention peut 
25 egalement etre illustre et decrit comme suit (sequence A) : 

Sequence A 
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E 1 - 




II 



CH 2 =CH-C-H 




(3) 



C6) 



10 



E 1 - 



15 



*5 n 
II 

CHg^CH-C-H 



R5" 
II 



CH-C-R' 



OH 



(7) 



(8) 



(9) 



(10) 



dans laquells fi 1 , fi* et n sont tels que d^finis prec^dem- 

20 merit j Ir represents un groupe oxo; E represente un groupe oxo, 
imino oh t hi oxo; et est un groupe imino. 

Dans la sequence A, on traite un compost de formula A a* 
vec un agent oxydaat tel qu'un periodate de la fa<jon decrite pre- 
cedemment et on obtient des composes (1) et (2). Quand on traite 
25 (1) avec une base forte, par exemple l , bydroxyde de sodium, les 
groupes indicateurs (3) et (5) sont 61imin6s. 

Bn variante, on traite un compost (1) avec une amine en 
presence d'un agent oxydant et on obtient (7) et (8) ou (9) et 
(10) si la solution est leg&rement basique. 
30 Suivant un second aspect de 1 'invention, cette derniere 

conoeme un proc6d6 permettant des mesures d 1 enzymes ou la detec- 
tion et la mesure de l f activit6 enzymatique (hydrolytique) • Ce 
pro cede comprend I'hydrolyse d'un compost de formule 



35 



H 5 R 6 



(B) 



dans laquelle n et sont tels que definis plus haut; est un 
groupe hydroxy ou un groupe hydrolysable par voie enzymatique; et 
40 5^ est qpoupe hydroxy, amino, mere ap to ou un groupe hydro lye a- 
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bio por voie enzymati-ue , l'un au coins des coupes R 5 et fi 6 e- 
tant un tel BToupe Lvdrolysable par voie enzymatique, avec une 
enzyne convensble pour donner un compose de formule : 

R 7 R 8 

(C) 

dans laquelle n et R 1 sont tels que definis plus haut: R 7 est un 
groupe hydroxy et R 8 est un groupe hydroxy, amino ou oercapto; et 
10 le traiteraent d'un compose de formule (C) ainsi obtenu avec un a- 
gent oxydant capable de cliver la liaison des atomes de carbone 
portant les substituants R 7 et R 8 , suivi de 1' elimination du 
groupe indicateur (H 1 ). 

Dans le present memoire, 1» expression "groupe hydrolysa- 
15 ble per voie enzymatique" dSsi S ne un groupe qui peut etre clive 
(hydrolyse) p 3 r des enzymes hydrolytiques, telles que les phos- 
phomonoesterases, sulfatases, esterases, peptitases", proteinases, 
carbohydrases et ureases alcalines ou acides. En general, ces 
groupes hydrolysables par voie enzymatique peuvent e*tre choisis 
20 parmi les suivants : 

1) des esters notamment les phosphoaonoesters et phos- 
phodiesters de l'acide phosphoricue, les esters aliphatiques, a- 
romatiques et cralkylicmes d'acides carboxylicues et les mono- et 
diesters de l'acide sulfurique, ainsi que les esters de substan- 

25 ces reduites comme les phosphites et les acides sulfiniques; 

2) des amides, notamment les amides d'acides aliphati- 
ques, aromatiques, aralkyliques, amines, peptidiques et uroteini- 
ques et les acides d'acides minersux tels que les acides phospho- 
ramidiques; et 

50 2) dss glycosides, notamment les glycosides de pentoses 

et d'hexoses. 

Parmi les groupes hydrolysables per voie enzymatique, 
les suivants sont particulierement utiles ; ' 

Dans la ssrie des esters, le phosphomonoester de forau- 

35 le : 

0 

(H0) 2 *-0- ; 
les esters carboxyligues de formule : 



40 gl 



0- . 
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dans laquelle R* est un radical alkyle de 1 a 18 atones de carbo- 
ne, de preference a chalne clroite ou un fragment acide amine tel 
que la glycine, la lycine, la phenylalanine et similaires; et le 
monoester de l 1 acide sulfurique de formule : 

5 0 

HO-S-O- 

8 

Dans la serie des amides, les acides organiques de for- 
mule : 

10 0 

E"-C-NH- ; 
dans laquelle R" est un fragment acide amin6, par exemple l'un de 
ceux 6num£r£s a propos de la formule precedents, ou un fragment 
peptide tel que leucylleucine ou glycyllysine ou encore des tri-, 
15 t6tra- ou pent a-pep tides plus importants et 1* amide mineral de la 
formule suivante, utile pour des pbosphoroamidases : 

0 

(H0) 2 l-NH- 

Dans les oas oil deux groupes hydrolysables par voie en- 

20 zymatique sont presents, ils peuvent etre differents mais on pr6- 
fdre qu'ils eoient identiques, du moment que chacun est suscepti- 
ble d'une hydrolase enzymatique. D' autre part, un seul compost 
ester peut gtre present, par exemple un phosphodiester, qui doit 
Stre hydrolys^ en deux stades par deux enzymes different es, d'a- 

25 bord tine diest^rase et ensuite une phosphomonoesterase. Cette 
flexibility permet de detecter et de mesurer une enzyme ou deux 
enzymes diff§rentes dans un systeme biologique, 

Le choix de 1* enzyme particuliere qui est capable d'hy- 
drolyser un groupe donn£ hydroly sable par voie enzymatique est en 

30 g6n6ral & la port6e de l'homme de 1'art. Par exemple, les pbos- 
phomonoest£ rases alcalines et acides sont hydrolytiques vis-i-vis 
de divers esters et amides d' acides du phosphore qui sont hydro- 
lysables par voie enzymatique ♦ De meme les esterases sont hydro- 
lytiques vis-a-vis des divers esters d' acides carboxyliques, les 

35 sulfatases sont hydrolytiques vis-a-vis des divers esters d' acide 
sulfurique, les enzymes prot^iques sont hydrolytiques vis-a-vis 
de groupes ester ou amide et enfin les ureases sont hydrolytiques 
vis-6-vis des groupes d'uree substitute. 

Ces enzymes hydrolytiques sont pr^sentes et peuvent Stre 

40 detectees et mesurSes dans divers fluides biologicues, tels que 
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le serum, 1 'urine et le sang et dans des matieres biologiquea, 
telles cue les tissue, les cellules (de mammif eres, de protozoai- 
res, de plentes et de bcct-iries) et dsns des extr aits de telles 
ia^tieres. 3n general, on peut utiliser les riactifs avec une sour- 
5 ce cuelconcue de matiere ay ant une activity enzymatique et pou- 
Vc-nt utiliser les composes consideres comme substrats lors de la 
detection et de la isesure de 1' activity enzymatique. 

Seion cet aspect de l 1 invention, on met en contact un 
reactif choisi parmi coux represents pax la formule (B) ci-des- 
10 sus avac une substance biologique ayant une activite enzymatique 
et on prepare ainsi le derive hydrolyse de ce compost (B), c'est- 
a-dire le compose (c), on o>:yde ledit derive hydrolyse (c) et fi- 
nalenient on hydrolyse le groupe indicateur comme expliqu£ prec4- 
denment . 

15 On peut effectuer l f hydrolyse d'une faqon commode quel- 

conque a des temperatures comprises entre 20 et 4-0°C environ, 
pendant une duree de 1 minute a 24 heures environ et a un pH et 
tine concentration en sel appropri^s pour l 1 activity enzymatique. 
Pour des titrages longs , on maintient habituellement le pH entre 

20 7 et 8 environ. 

On mesure 1* intensity du groupe indicateur libre pax 
voie spectrophotometrique ou radiographique pour determiner le 
degre ou l 1 importance de l f activite enzymatique (hydrolyse) rea- 
lisee. Ainsi le degre de 1' activite enzymatique ressort a l'exa- 

25 du degre d 1 hydrolyse du groupe hydro lysable par voie enzyma- 
tique et ce dernier est mesure par l 1 intensity du rayonnement (e- 
lectromagnetique ou isotopique) du groupe indicateur qui est en- 
leve ou clive uniouement de la portion du reactif (3) qui a ete 
hydrolysee par voie enzymatique, c'est-a-dire du compost (C). 

30 En utilisant des portions normalises de matiere biolo- 

gique et une mesure methematiquement equivalent© du groupe indi- 
cateur, on peut caiculer le niveau relatif de l 1 activite detectee 
et aesuree de 1' enzyme. Cette determination des nivesux ci'cictivi- 
t£ enzymatique dans un organisme donne est utile du point de vue 

55 clinicue pour diagnostiquer des etats ou des maladies qui provo- 
cuent et refletent un equilibre incorrect des niveaux enzymati- 
cues. 

Par erremple, les tsux de certaines enzymes dans le se- 
rum, qui sent au-dessus ou su-dessous des valeurs normales, indi- 
40 quent frecuemmsnt des affections ou des maladies graves telles 
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que des maladies h£patiques, du myocarde, du pancreas et de la 
prostate, Ainsi, dans le cas de taux accrus des phosphatases al- 
calines, on peut dia{jnostiquer une jaunisse obstructive, une cir- 
rhose biliaire et une hepatite cholangioliticue; drjns les cas de 
5 taux reduits des phosphatases alcalines, on peut diagnostiquer u- 
ne hypophosphatasie et une une alimentation defectueuse. De meme, 
des taux accrus de phosphate acide peuvent indiquer cliniquement 
le carcinome de la prostate et des metastases correspondantes. 
Connaitre le rapport entre les lipases et les amylases dans le 

10 serum est utile pour le praticien aJTin de diagnostiquer diverses 
maladies du pancreas. Une etude des taux de CFK, GOT, LDH et G?T 
dans le s6rum a une utility directe dans l 1 indication de I'in- 
fractus du myocarde. Le nombre des utilisations pour les diagnos- 
tics medic aux est important et ces utilisations sont ^tudiees 

15 dans des manuels courants de medecine clinique. 



niere a pour ob^et un procede utile pour les mesures immunologic 
ques, par exemple la detection et la mesure de divers antigenes 
et anticorps. Un tel proced4 comprend le traitement d'un compost 
20 de formula : 



25 dans laquelle R , R', R et n sont tels que definis precedemment 
et R^ est un anticorps ou antigene coupl£ tel que defini plus 
haut, avec un agent oxydant capable de cliver la liaison des ato- 
mes de carbone portant les substituants R? et R®, suivi de 1' eli- 
mination du groupe indicateur (R^), On conduit les reactions d'o- 

30 xydation et d 1 elimination de la meme fa$on que precedemment. 



vent se faire de plusieurs manieres. Suivant un mode de mise en 
oeuvre de ce procsdS, on laisse le complexe antigene/reactif se 
fixer eux sites de liaison sur son anticorps. On melange avec ce 

35 complexe antigene/reactif 1 'echantillon de fluide biologique con- 
tenant 1 "antigene qu'on desire mesurer. On mesure indirectement 
la quantity d'antig&ne dans le fluide biologique en determinant 
la quantitc du complexe antigene/reactif deplccee.par I'antigdne 
de 1* anticorps. On determine ce rSactif k 1'aide de son indica- 

40 teur apxes le traitement, comme decrit plus haut. 



Suivant un troisieme aspect de l 1 invention, cette der- 




(D) 



Les mesures immunologiques qui utilisent ce procede peu- 
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Une autre technique plus directe consiste a laisser l 1 - 
cnticorps rsagir avec le fluids biologique contenant l'antigfene 
mesurer. Apres saturation de 1' antic orps avec l'cntigene inconnu 
on ecoute le complexe anti^ene/reactif . Les sites de liaison qui 
5 n' out pas ete util;!s£s par 1 'a:/fcigene inconnu sont repris par le 
complete r3actif/antic;ene # La quantite de ce complexe antigene/ 
reactif qui se lie avec 1' anticorps en l 1 absence du composant in- 
connu, diminuee de la quantite qui se lie apres reaction avec le 
cocrjosant inconnu, represente la quantite d'antigene presente 

•10 dans le composant inconnu, Dans ce cas encore, le complexe anti- 
gene/reactif ost determine au cours d'une reaction chimique ultS- 
rieure comme on I'a explique precedemment* 

On peut egalement "marquer" 1' anticorps avec le reactif. 
On sature l'anticorps avec I'antigene inconnu. L'anticorps qui 

15 n'est p*s saturS d'antigdne est enleve de la reaction pur absorp- 
tion sur un support antic fene/matrice solide, II ne reste ainsi 
que le complexe reactif /anticorps avec l'anti^ene inconnu en so- 
lution. On determine cette substance par le procede chimique de- 
crit pre c edemment . 

20 Dans ce procede, on immobilise un anticorps ou un anti- 

gene sur une matrice solide de support. Les polymeres servant de 
supports ou de vehiculss peuvent etre cboisis parmi ceux qui sont 
cspables d 1 absorber physiquement l 1 anticorps ou l'antigene, par 
exemple le charbon de bois, les argiles et les perles de verre. 

25 On pout choisir d'autres vebicules du type polymere qui realisent 
le couplage chimique de l'anticorps ou de l'antig£ne, par exemple 
des derives de polyvinyl-benzene, des arylamines, des acides car- 
boxy liques, des acides sulfoniques; des derives de polyethylene 
comme des acides polyacryliques; la cellulose et ses derives; la 

30 fibrolne; la laine; des polypeptides; des prolines prlcipitees 
et le stroma des cellules sanguines rouges. D'autres substances 
peuvent a-valement servir de vehicules et notamment des prot4ine8 
et certaines matieres emprisonnees dans une matrice d*un polym&re 
organique. On effectue 1 'immobilisation de l'anticorps ou de 

55 antigene par des procedls connus, par exemple le couplage par 1'- 
intermediaire d'une liaison azoique, d'un groupe isotMocyanate 
ou par une absorption non specif ique, comme decrit par exemple 
par Axen et sec Collaborateurs dans Acta. Chem. Scand . 18, IT 0 . 9, 
2193 (1964) > Axen et ses Collaborateurs dans Nature . 210, 367 

40 (1966); Gurevich et ses Collaborateurs, dans Biofchlatya . 2£, I\T° 5> 
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93^ (1961); Onove et ses Collaborateurs dans Imnun ochemistry . 
Pergamon Press, 2, 181 (1965); Surinov et ses Collaborateurs, dans 
Biokhimiya . £1, N° 2, 327 (1966); ;/eliky et ses Collsborateurs, 
dans Imnunocheraistry . Pergamon Press, 2, 523 (1965), ot les rsfe- 
5 rences citSes dsns ces differents ouvrages, qui sont incorporees 
ici par reference. 

De cette fagon, un vebicule est form£ et comprend de 1'- 
anticorps ou de l'antigene combine dans une proportion calculable 
par rapport a une capacite connue de liaison, Une fois que l'iro- 

10 mobilisation a eu lieu, on fait passer a travers la iaatrice un e- 
chantillon d'essai inconnu contenant un antigene (ou un anti- 
corps) specifique pour l'anticorps (ou l'antigene) immobilise. 
L'antigene (ou l'anticorps) contenu dans 1 1 echantillon forme un 
complexe avec l'anticorps (ou l'antigene) complementaire immobi- 

15 lise sur la matrice. 

On met alors en contact avec la matrice ainsi traitee u- 
ne quantity predetermine e d'un compose de formule (D) dans la- 
quelle est l'antigene (ou l'anticorps) specifique a l'anti- 
corps* (ou a l'antigene) immobilise ou, en d'autres termes, iden- 

20 tique k l'antigene (ou anticorps) contenu dans l'£chantillon in- 
connu. On utilise ainsi les sites restants non lies sur la matri- 
ce pour former un complexe avec une fraction du compose de formu- 
la (D) et on peut recup^rer la fraction restante du compose (D) 
et la mesurer per spectropbotometrie comme decrit prec^demment . 

25 Un calcul simple en partant des donnees connues, qui sont la ca- 
pacite de liaison de la matrice, la quantity du reactif (compose 
(D) et la quantite recuperee (non complexes), permet alors de de- 
terminer la quantite d'entigene (ou d' anticorps) dans l'echantil- 
lon inconnu. La quantite du groupe indicateur mesuree est fonc- 

30 tion de la quantite de l'antigene (ou de l'anticorps) soumis a 
I'essai. 

Ainsi, pour dormer un acemple simple , si quatre molecules 
d' anticorps sont immobilis^es sur une matrice et sont treit£es a- 
vec un echantillon (par exemple de l'urine) contenant trois anti- 

35 genes specif iques pour lesdits anticorps, il demeure un site d'- 
anticorps. On met alors en contact avec la matrice traitee cinq 
molecules d'un compose de formule (d) dans lacuelle est le mg- 
me antig&ne specifique cue celui present dens l 1 echantillon. Une 
molecule se lie avec le site restsnt et ouetre autres molecules, 

40 une fois qu'elles ont subi le traitement decrit, fournissent qua- 
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tre troupes indic^teurs dont on compare les intensites. Un cclcul 
simple, c'est-i-cire 4— (5-4-)=5, percet do d-i terminer la concen- 
trsticn fe I'antis-ne dans I'schantiilon. 

Un £.utre proc^-di ce znesure ii^unel;:. icue utilise une 
5 quantity connue d'un cor;.ple::e d'un compose de formule (D) avec un 
anticorps (ou antigene) cpccificue nour l'entigene (ou l'anti- 
corps) du troupe R' du compose utilise!. On met en contact un e- 
chsntillon contenant une concentration inconnuc de l'antigene (ou 
:..nticorps) identique au groupe H' avec ledit complete de fa$on 

10 cue I'antigene (ou l f anticorps) de I'ecbsutillon deplace le com- 
post (D). La mat i ere dtplo.cse est alors traits e et mesuree de f a- 
5 on comparative comae il a ete expliqu-j et on obtient ainsi une 
determination directe de la concentration inconnue de l 1 antic&ne 
(ou de 1 'anticorps). 

15 Ainsi, pour donner un exemple simple, si cinq molecules 

d'un conplexe d 1 anticorps specif ique a la morphine avec un compo- 
st de formule (D), dan6 lequel est un r6sidu de morphine, sont 
mises en contact avec un echantillon, par exemple un echantillon 
d'urine, contenant quatre molecules de morphine, la morphine de 

20 l'urine deplace quatre molecules du compost (D) et, apres traite- 
ment et mesure comparative comme decrit plus haut, on obtient une 
determination directe de la concentration de morphine dans 1*6- 
chantillon. 

Des mesures similsires, par exemple pour detecter la go- 

25 nadotropine chorionicue, fournissent un diagnostic simple, direct 
et precis de grosses6e chez la femme. 

Les matieres contenant des concentrations inconnues d ! - 
anticorps ou d'antigenes peuvent provenir de sources tres variees. 
Par exemple, on peut soumettre aux essais divers fluides biologi- 

30 ques tels que ceux qui ont 6te mentionnes pour determiner la pre- 
sence de certaines substances specif iques. En rdgle generale, les 
reactifs selon 1' invention peuvent etre utilises avec des matu- 
res d'une provenance quelconque contenant un anticorps ou antige- 
ne specifi;yue ---t peuvent utiliser ces composes ou substrats pour 

55 dotecter et insurer lesdits anticorps et/ou antigenes. 

Les reactifs et le procede selon 1* invention sont egale- 
ment utiles pour dStecter et mesurer les concentrations de perio- 
dates dans un systese donne. Par la raise en contact d'une quanti- 
ty connuc d'un compost de formule (A) avec un periodate inconnu, 

40 operation qu'or, fait suivre d'une elimination du groupe indica- 
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teur, tel que defini plus haut, on obtient une nesure directs de 
la concentration du periodate. L'utilite de ce procedt' dicoule de 
la precision de la mesure du periods te non utilise et, par conse- 
quent, du periodate utilise dans un systeme dc-;ns lecuel le perio- 
5 date sert de reactif , par exemple dans la detection de la concen- 
tration dons le glycol de matieres biologicues contenant des hy- 
drates de carbone ou des hydrates de carbone eux-a§nes. 

Les reactifs et le proc^de selon l 1 invention sont egale- 
ment utiles pour mesurer 1' activity oxydante des enzymes, par e- 

10 xemple de la dehydrogenase alcoolique dans un systSme donne. 
Dans un tel proc6d§, on met en contact un compose de formule (A), 
dans lequel R^ et R^ sont des groupes hydroxy et R 2 est tin atorae 
d'hydrogene, avec une enzyme oxydante inconnue de maniere a pre- 
parer le compose a groupes terminaux aldehyde correspondant. X'e- 

15 limination du groupe indicateur, comme decrit ci-dessus, du frag- 
ment aldehyde ainsi pr6par£ fournit une mesure directe de la con- 
centration de 1' enzyme. Ces enzymes sont biologiquement utiles et 
des variations de leurs concentrations peuvent indiquer certains 
troubles du m6tabolisme, par exemple des maladies du foie # 

20 Comme on l f a dit plus haut, les reactifs selon 1' inven- 

tion conviennent remarquablement pour 1' amplification, c'est-a- 
dire que l'on peut mesurer des concentrations minimes d'une ma- 
tiere inconnue. Pour donner un exemple, on peut lier ensemble des 
composes multiples de formule (B) a l'aide de groupes ester di- 

25 fonctionnels (R^ et/ou R^). Un nombre de molecules d' enzymes hy- 
drolytiques aussi faible que deux peut cliver cheque liaison d'- 
ester en liber ant les diverses molecules du compose (C) qu'on 
peut traiter de la fa^on decrite. On dispose ainsi d'un moyen par 
lequel on peut detecter de faibles concentrations d'un anticorps 

30 ou d'un antigene et mesurer ces concentrations par spectrophoto- 
metrie. C'est. ainsi qu'on peut preparer un compose de formule (E) 
ci-dessous et le traiter avec une phosphodiesterase et une phos- 
phomonoest£rase non specificues pour obtenir les composes de for- 
mule (P) ci-dessous qu'on peut traiter de la fa<jon decrite pour 

35 obtenir ainei les groupes indiceteurs (R*) qu'on mesure par voie 
spectrophotomgtrique • 
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B -CH-- (C IL. ) -CH-CH-R 2 

I I 



(E) 



10 




OH — 




R^-CCH^-CH-ChA 

OH OH J 



m 



15 



R 1 -^- (CHo) n -CH-CH-E 2 

II 

OH OH 

20 formulas dans lesguelles a est un nonbre en tier positif . 

Selcn un quatrieme aspect de 1« invention, cette deraiere 
a pour objet des composes nouveaux choisis parai ceux des ferru- 
les (A), CB), (C) et (D) ci-dessus, comme represents -:&r la for- 
mule (G) ci-apres : 
25 1 

fi X -CE 2 - ( CHO _ -CH-CH-R 2 

(G) 

d«ns la.uelle R est un groupe indicateur; n est 0 ou 1; R 2 est 
30 un atoms <?. ' hyd ro G ene ou un anticorps ou antigene couple;' R 10 est 
un groupe Hydroxy ou un groupe enzymatir : ue hydrolysable; et H 11 
est un groupe hydroxy, amino, mercapto ou un groupe hydrolysable 
par voie enzymatique, avec la condition cue lorsque R 2 est un a- 
tome d'hydrocene et que R 10 et R 11 sent tous d,ux des groupes au- 
35 tres que des groupes hydrolysables par voie enzymaticue, n doit 
etre 1. Parmi les composes ncuveaux de formule (G), on pr=fere 
ceux dans lesouels n = 1, ceu,: dans les- uels R 1 est un croupe 4- 
nitroph^nyloxy ou 2,4-dinitrophenylo^y ou un erouoe fluoresceins 
ou m^thoxyfluorescaine, ccux dens lesouels R 10 et R 11 sent tous 
40 deux des groupes hydroxy et ceux dans lesquels R 2 est un atore 
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d'hydrogene, c 1 est-a-dire les composes repondant am-: formulos res- 
pectives suivantes : 

R 1 -CH 0 -CH^-CE-CK-E 2 
(H) 

R 12 -CH 2 -CH 2 -CH-CH-R 2 



10 v- 0 * 11 



(I) 



15 



2 2 I I 

OH OH 
(J) 



B^-CH^C^-CH-C^ 



20 | | 

OH OH 

(K> 

dans lesquelles B 12 est un groupe 4~nitrophenyloxy , 2,4- dinitro- 
25 phenyloxy, fluoresceine ou methoxy-f luoresceine. On prsfere par- 
ticulierement les composes de formules (i), (J) et GO dans les- 
quelles B 12 est le groupe 4-nitrophenyloxy et ceux de formula (H) 
dans laquelle R 1 est le groupe 4-nitroph£nyloxy # 

On peut preparer commodement les r<§actif s dans un syste- 
30 me tamponn6 stable par des procodss classioues connus de I'homme 
de I'art. Parmi les systemes de tamponnement a un pH stable, on 
citera 1* acetate de sodium (0,1 11, pH 4,5), le phosphate de sodi- 
um (0,1 13, pH 7,5) > le chlorhydrete de tri£thanolamine (C,l 2£, pH 
8,5) etc. Les tampons qui consomment des periode.tes, tels que le 
35 tris-(hydroxymethyl)-aminomethane, sont a eviter. 

Les composes selon 1' invention sont prepares suivsnt la 
seouence de reactions B : 



16. 



2201299 



5 (1) 



14 



10 SO-OE--(CH s .) -CE-CPI-H 2 

! 3 ,.,l 4 „ 

(3) V 

0 CE, 

3 



15 



E 1 -CH 2 -(CH 2 ) I1 -CH-CE-H ; 



20 



H 3 E 

V 



(5) 



H. 



Sfccuence B. 



H0-GH 2 - (CH 2 ) n -GH-CK-E 14 



* (2) 



X 

HjC CH 3 



I^-CE , - ( CEy ) „ -CM- G E-E 14 

I I 



(4) 



X 

H-C CE- 
0 0 



E^-OHo- (CE 3 i-CK-CH-R 2 
(6) 



25 



E 1 -CE 2 -(CE 2 ) D -0E-CE-E 2 



R^ R* 3 



(7) 



dans laquelle n, H^ 5 H^, r\ R^ et R 6 sont tels que definis plus 
50 haut, Br est un groupe oxy, R est un groupe oxy, s-amino ou 
thio et R^" est un atbme d'hydrogene ou un anticorps ou antigene 
couple. 

Sn se r4fer?nt a cette sequence, on prepare I'acetal de 
protection (2) du compose (1) per la reaction avec du 2,2-dime- 

55 thoxypropane, cocxae decrit dans J. Aaer. Chem, Soc . S5 % 756 

(19G1) et J. Oris, Cher. , 26, 2853 (1961). On fait reagir eventueL 
lenient le compose (2) cvec un "croupe riectif d'anticorps ou d'ar.- 
tigene rpproprie pour former les cor- ;osis de f orrnule (3) dans la- 
ruelle IT est un anticorps ou un antigene couple. Or, fc.it riagir 

40 It jrou-c hyl.rou^r libre du compost (3) ?.vec 1 'halor^nu-'e indice- 
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teur desire en prssence d'une amine tertiairc telle que la trie- 
thylamine, la pyridine ou sinilaire, selon le procad* ucuel de- 
crit par Wagner et Zook, Synthetic Organic Checisfrry . John .viley 
and Son, *rew york, 1953, P^ge H2? et les references citfes dsns 
5 cet ouvrage, pour otter ir Eiasi le compose ($). Cm h-drolyse en- 
suite ce compose Evec un acide pour cliver le troupe £ic4tal et 
foraer des coapos-s (5) qu'on trunsf orme 'en coapos-jc (7) per une 
estorif ication usuelle. 

En variante, on peut introduire le croupe indiceteur R 1 
10 (compose 4) avant 1 ' introduction du [croupe cnticorps ou antigene 
(compost 5). 

En variante, on prepare certains des coaposes selon 1'- 
invention p&r les sequences suivantes de reaction : 



15 Br-CHg-CEg-CH^Hg 
(8) 



"20 OH OH 

(10) 

25 OH ester 

(12) 



Sequence C« 




(9) 
I 

2 \/ 2 

0 

(id 



C1-CH--CH-CH- 

30 \ / 

O 

(13) 



35 



H0-CH 2 -CH-CH 2 



40 



(15) 



\/ 

0 



Sequence D f 



E -CH^-CH-OH-, 

\/ 

0 

(14) 

1 * 

R -CHg-CH-CHg 
OE OH 

(16) 

E -CH--CH-CE0 
I I 

OH ester 

(17) 
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dsns lescuelles 2 1 est tel que defini plus haut et "ester" desi- 

un ester hydroZyseble par voie enzyme ti que comme explique ci- 
dessus. 

Dens le Cr£ de 1b sequence C, on sjoute un groupe indi- 
5 c:-teur en r^laceme^t du groupe bra~o sur le 4-broao-l-butene 
pour obtenir le coinposi (c). par trrltement de ce compose avec de 
l'ucide perforate, on prJpare le 1,2-butanediol correspondent 
(10) qu'oa ostorifie par les nemes procOd^s que precSdemnent pour 
obtenir le produit (12). En variants, on peut traiter le 1,2-bu- 
10 tene (9) avec Se I'c.cide --chloroperbensoSque pour former ainsi 
le 1,2-epoxyde correspondent (11) > apres quoi on ouvre l'epoxyde 
i.'.vec un anior: ester pour preparer les composes (12) correspon- 
dents. 

Dans le ce.s de la sequence (D), on frit ria£ir l'epi- 

15 chlorr^drine ^3) ^ 1* f -son d^crite pour introduire R 1 , puis on 
trcite svec une base i?t on fait r-agir avec de ^fcydrosyde de so- 
dium agueux pour obtenir le 1,2-epoxv -propane correspondent (14). 
On pout hydrolyser l'epoxyde de ce compose avec un acide dilue 
pour obtenir le diol correspondent (16) gu'on peut esterifier 

20 comme indi^ue pour preparer les monoesters primaires (17), 

En variante, on ouvre le noyau du glycidol (15) avec un 
rcactif indicateur de la regon dicrite, dans une base, et on ob- 
tient le 1,2-propanedioi correspondent (16) cu'on estirifie en 
conposi (17) de la facon decrite. 

2 5 . On peut preparer certains des composes de formule (5) 

par le procc-de de Petroi? et ses Collaborateurs, J. Pharmacy and 
Pharmacology ^ 359 (1953). C e procedi consiste a former un 4po- 
nontenant un croupe indicateur et £ tr-iter ce dernier cvec 
une solution d'hydroayde d r araaoniun dans de l'ethanol aaueux pour 

JO obtenir des composes hydroxy -c-ino vicinaux. On est6rifie ensuite 
ess comroGss comme decrit precedemnent. 

Les exemples suivants servent a illustrer l 1 invention 
sens aucuneraent en liniter la porte-e. 

La serie suivsate d'cxemples illustre le proc^de par le- 
35 quel on prepare les composes salon 1 'invention. 

On srite a 1C0°C pen-lent 17 heures un melange de -82,3 g 
(0,5 LO de 4-nitrophenol , de 157 S (1,8 L'J d » opichlorhydrine et 
ne 5 rJ de pipSricene . C= svapore la solution et on ejoute au re- 
4C sidu k aoles a'hydrosrde de sodium dsns 500 ml d'eau. Apres 24 
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heures &• agitation, on trrite la solution par extraction om chlo- 
roforrae. Aprcs lavage avec de I'hydroxyde de sodium clilu:, on 
vapore la solution chli^rof orairme sacVce et on obtient ainsi du 
3-(*-nitropheayloxy)-l,2-epo2yprop£ne. Cn chsuffe k 9C°C pendant 
5 5 heures une solution de 1,0 g de cet epoxyde dans 15 al decide 
acetique aqueux a 50 puis on evepore et on chroRatographie sur 
des plaques d'ocide silicique (rapport chlorof orae/ethacol = 9:1). 
On elue la bande avec un d 1 environ 0,5 et on cristallise a 
partir d'un melange de chloroforme et d'ecetate d'ithyle pour ob- 
10 tenir ainsi du l,2-dihydroxy-3-(4-nitroph.-:nyloxy)propane. 
r.-PLE 2. 



A un mslange de 1,16 g (l5>6mL:) de 2,2-epoxypropanol, de 
10 ml de methanol anhydre et de 1,0 g de me thy late de sodium, on 
ajoute 2,6 g (19 raE) de 4-nitrophanol. Apres 5 heures de cliauffs- 
15 g« au reflux, on evapore le solvant et on chromatographic le r£- 
sidu sur des plaques d'acide silicique en utilisant un melange 
(9:1) de chloroforme et de methanol et on obtient du 1,2-dihydro- 
*y-3-(4-nitrophenyloxy)-propane qu'on peut cristalliser a partir 
d'un melange de chloroforme et d' acetate d'ethyle. De fagon ana- 
20 logue, on ^ve^axe le l,2-dihydrozy-4-(i^nitrophenyloxy) -butane. 

En remplagant le reactif indique par chacun de ceux qui 
sont Snumgres dans la Colonne A, on prepare les composes indiquds 
dans la Colonne B. 

Colonne A» Colonne B. 

25 2,4-dinitroph<§nol l,2-dihydroxy-3-(2,4-dinitrophe- 

ny 1 oxy ) -pr opane 
1 , 2-dihydr oxy-4- ( 2 , 4-din i trophe - 
ny 1 oxy ) -butane 

4-nitrophenol l,2-dihydroxy-3-(4-nitrophenyl- 
5° oxy) -propane 

1 , 2-dihydr oxy-4- ( 4-nitr oph£nyl- 
oxy) -butane 

ether monomgthylique de l,2-dihydroxy-3-( ether monomethy- 

fluoresceine lique de f luoresceine)-propa~ 

ne 

l,2-dihydroxy-4- (ether monomethy- 

lique de f luoresceine)-butane 
7-hydroxy-coumarine 1 , 2-dihydr oxy-3- ( 7-hydroxy 

c oum&rine-pr opane 
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7-hydro::y-counuri:ie (suite) 1 , 2-dihydroxy-4-(7-hydroxy 

c oume.r in e ) -but an e 
2,4-diiodo 14 ^ phenol l,2-dihydro:^-3-(2,4-diiodo' 1 "^ 

phinol)-propane 

5 l,2-dihydroxy-4-(2,4-diiodo 125 

phon ol ) -butane ♦ 

On chc.uTfe au bsir.-rasrie bouillant pendant 90 ndnutes un 
melange de SC £ de 1, ^-dihydro:^-5-(4-nitrophijnyloxy)-prop6ne 

10 dans 400 cil d'ith£r:ol .et de 400 ml d'une solution d 1 ammoniac 
(0,880) # Apres avoir lai;vse refroidir le melange, on recueille 
les matieres solides separees et on concentre un peu les liqueurs- 
meres pour enlever 1'hydroxyde d 1 ammonium. Apres 1* addition d'e- 
thanol pour fsire disparsatre le trouble, on ajoute un volume e- 

15 sal d'acide chlorhydrique concentre et on obtient ainsi le chlor- 
hydrate de l-acino-2-l^'droxy-3-(4 r -nitroph6nyloxy)-propane qu f on 
peut purifier a pertir d'un melange d 1 acetate d'^thyle et de me- 
thanol. C-uand on cristallise les matieres solides indiqu&es a 
partir d'ethsnol acueux, on obtient du l-amino-2-faydroxy-3-(V- 

20 nit r opheny 1 oxy ) -propane • 

De fatjon analogue, on transforme les produits de 1' exam- 
ple 2 en composes 1-amino correspondents, e'est-a-dire les sui- 
vsnts : 

l-anino-2-h^ r dro:^7-3-(4-nitropli6nyloxy)-propane 1 
25 l-amino-2-hydroxy-4-(4-nitroph.£ny loxy ) -but ane , 

l-atino-£-Lydro3=y-3-(2 , 4-dinitr oph say loxy ) -propane , 
l-amino-2-hydro^-4-(2,'+-dinit-roplie3ayl02y)-butane» 
l-amino-2-bydroxy-3-(eth,er monom^thylicue de fluorescei- 
ne) -propane, 

3C l-anino-2-hydroxy-4-(t:t:ier raonomethylique de fluorescei- 

ns:) -butane, 

l-anino-2-bydroxy-3-(7-hydro>:y coumarine) -propane , 
l-amino-2->^rdro:^-'-^-(7-bydroxy coumarine ) -butane , 
l-amino-2-hy droxy-3 - ( 2 , 4-diiodo ^ phinol) -propane, 

>5 et 

l-ejnino-2-hj-^rG^-if-(2,4-diiodo 12 5 phenol) -butane. 
SaEU?KJ 4. 

On combine 1 , S3 G (25,1 mi:.) de 2,3-o;:ydcpropanol froid 
redistills et 4,34 g (25,4 ml*) de 2,4-dinitrof luorobenzene avec 7 
40 nil de tr ie thy 1 amine c-t on nmintient le milanrre k temperature 



21. 



2201299 



embiante pendant 16 heures. On scp^re par filtration le matier* 
solide forme e et on la dissout dans un petit volume de chlorofor- 
me. On depose la solution chlorof ormique en couches sur une uo» 
lenne d'acide silicicrue (5 x 5C cm) eu'on d-veloppe evec du chlo- 
5 roforme et ensuite srvrec de I'acetate d'otbyle. On <§lue le produit 
l f 2-oxydo-3-(2,4-dinitrophenyloxy)-propane avec de l"ac6tate d'£- 
thyle et on le cristallise a psrtir d'acetate d'etfcyle. 
TEMPLE 5. 

On prepare du 3-(2,4-dinitrophinyloxy)-l f 2-0-isopropyli- 
10 d&ne-glycerol a prrtir de l,2-0-isopropylidene-glyc£rol en utili- 
sant du dinitrof luorobenzene comme indique dans i'exemple 4. 

On elimine le groups isopropylidene par traitement avec 
de I'acide ac£ticue a 80 % pendant 17 heures a tempercture arabi- 
ante* Apr&s Elimination de l*acide acetique par evaporation sous 
15 pression r^duite, on cristallise le rssidu huilcux a partir de 
benzene et on obtient du l^-dihydroxy^-^ 1 ^'-dinitropWnyloxy)- 
propane. 

De f agon analogue, on prepare le l-amino-2-hydroxy-3-(2*- 
4 '-dinitrophenyloxy) -propane et le l-amino-2-hydroxy-4-(2 ' ,4'-di- 
20 nitrophenyloxy) -butane. 
EZBiELE 6» 

A une solution de 11 g (56 mM) de 4-nitrophenolate de 
sodium dans 50 ml de dimethylf ormamide, on ajoute 5 g (37 mi:) de 
4*- bromo-l-but6ne. Apres 2,3 heures de chauffage a 100°C, on dilue 

25 la melange avec 400 ml d'eau et on le traite par extraction avec 
de 1' ether de petrole 16ger. Les extraits etheres sont trait 3s de 
nouveau par extraction avec de l'hydroxyde de sodium froid a 5 % f 
et ensuite laves a l'eau et seches sur du sulfate de magnesium. 
On evapore la solution sous pression riduite, on cristallise l 1 - 

30 huile r£siduelle k partir d 1 ether de petrole a 0°C et on obtient 
du 4~-(4-nitroph£noxy)-l-butene # 

A une solution du compose resultant (6,0 g, 3 °i0 dans 
150 ml de benzene, on ajoute 9,0 g (32 ml!) d'acide m-chloroper- 
benzolque. On agite pendant 24 heures a 57°S dans l'obscurite. On 

35 elimine le solvant et on chromatographic le rosidu sur une colon- 
ne d'acide silicique (5 x 50 cm) en utilisant du chloroforme qui 
contient 0,5 % de methanol comme solvant d'elution pour obtenir 
du 1 , 2-oxido-4- (4 1 -ni trophe noxy ) -but ane . 
ESBiFLE 7. 

40 On ajoute 1 ml de peroxyde d , hydro::ene (jJO >;) a un m<§- 
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ie-^-e 5c 1,0 £ de 4-(4-35/tro?!iSao3S/)-l-Dutese ims 5 ml c.'ccide 
fornirue (SS •;). Apres 4 jours a teap-Srature ambisate, on porte 
le pH du aelance de raectioa a o £ve c de 1 • aydroayde d'amoaium 
c-t on secouc pour hydroly&er les esters foroyligues interaediei- 
5 res. On isole le produit en treitexst le Please per extraction su 
cMoroforne, on iv^pore la solution chlorcf orai^ne sechee et on 
c"--tieat use aatiere solide. La recrist? Uisetioa a prrtir d'un 
petit volusc £e c::l;ro.force donne le l,2-di}-ydrc^^(4-nitrophe- 
nyloxy)-tuteae. Co pripare le l,£-dilc'dro:^-4-C4-Jiitroph.4n7loxy)- 
10 butine k p^rtir du : ,2-o: vdo-4-(4' -nitrophincogO-OEtjine en utili- 
s-nt les aemes conditions acides que ci-dessus. On ciistallise a 
psrtir du chloroforae le diol (produit). 
SPIELS E. 

* une solution de 1,46 g (10 mli) de 2,2-0-istxprqpylide- 
15 ae-4-buttacl deas 5 ml de trietSylamine, on Bjcute 1,9 b (9,9 all) 
de 2,4-dinitrofluorobenzene. Apres 17 heures a tfiiapaxEturs sani- 
tate, on ivapore Is. solution a un petit volume, 011 la dissmrt 
dans du chloroforme et on la fait pesser sur une colonne d'acide 
silicigue (5 x 5c cm) . On 61ue la colonne svec du cmirrofDTCie^ ce 
ZO qui donne une huile. On traite 1 'huile avec de l'acide acStiguB a 
30 % pendant 18 heures a temperature aabiante. JLpres ellaination 
de l'acide acetique par evaporation, on chpoaatosrsphifi le rsaidu 
sur des placues d'acide silicigue pour preparation (10 % de me- 
thanol dsns du chlorof orne) en elusnt avec du mfi «h mr c] a -t on ob- 
2- tient du l > 2-diLydro^-4-(2,4-dinitrophc-noXjO-bTrt E ne qu'on peut 
cristclliser k partir d' ether. 

Les procides indiquds peuvenf egalement; sexvir a prepa- 
rer les produits des exeaples 1 a 3. 

30 On prepare les cok?os£s 1-aerc apto-^-iydrcxj qui corres- 

pondent a ceux indioufis prscSdennaeat en rempla 5 ant les "conditions 
aciaes dsas l'ezemple 7 P£-r du sulfate de sodium. On prepare les 
esters mercapto en faisant r^ir les composes 1^2-oxydo avec, 
per sxeaple, c?u thioacetate de sodium. 

35 aians 10. 

On tr-iite une solution de 5,£5 g (C,C3 raTj de l-('+'-ni- 
trophir^loxjO-i.s-osydoprcpane et de 3,0 g (0,05 aE) de succini- 
uide d-.ns 25 ml d'5thraol avec 3 gouttes de pyridine puis on la 
chauTfe au reflux pendant 4 heures. -urr.d on refroidit le melange 
rO a 0°C, on constate la reparation d'uae huile. On fait revenir a" 
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la temperature ambiante le malenge refroidi contencint I'huile se- 
paroe et on obtient ainsi le l-(3-(4 , -nitrophenyloxj)-2-hydroxy- 
pr opy 1 ) - sue c inimi d e • 

On ditcout 1,0 g (3,6 mi:) du succinimide ainsi prepare 
5 dsns un melange de 10 ml d'ethaaol a 95 de 5 decide 

chlorhydrique 12 IT. On chauffe la solution au reflux pendant S 
heures et on la laisse au repos pendtmt toute une nuit. On dis- 
tille le solvant sous pression reduite et on reprend le residu 
dans de l'eau et de 1' ether. On separe la phase aqueuse, on la 

10 lave avec de l 1 ether et on l'evapore a sec. On cristallise le r6- 
sidu, qui est une matiere seini-solide, a partir d'un melange d'e- 
thanol et d' ether et on obtient ainsi le chlorhydrute de 1-amino- 
3-(4 ' -nitrophenyloxy ) -2-pr opanol . 

On laisse au repos a temperature ambiante pendant 24 

15 heures une solution de 232,5 mg (1,0 mifi) de chlorhydrate de 5- 
(4'-nitroph6nylo^)-l-amino-2-propanol, de 420 mg (1,0 mM) de 
carbobenzoxy-l-phenylalanine et de 297 nig (1,2 mil) de N-carbo6- 
thoxy-2-etho2y-l,2-dihydroquinoleine dans 10 ml de pyridine. On 
elimine le solvant sous vide et on dissout I'huile r^siduelle darB 

20 de l'eau et de l 1 acetate d'ethyle. On elimine la phase aqueuse et 
on lave la solution dans 1' acetate d f 6thyle a deux reprises avec 
de I'acide chlorhydrique normal, a deux reprises avec du carbona- 
te de sodium 1 M et enfin une fois avec une solution saturee de 
chlorure de sodium. On £vapcre sous vide la solution dans l'ace- 

25 tate d'ethyle et on ajoute a la matiere residuelle 2 ml de HBr a 
31 % dans l'acide acetique. On elimine le solvant sous vide, on 
reprend le residu dans de 1' ether et de l'acide chlorhydrique di- 
lue et on obtient le bromhydrate d t alpha-amino-F-^"2-hydroxy-3- 
(4 1 -nitroph£ nyloxy ) -propyl_7^^ ocinD ^ Micie ♦ 

30 VJmVLE 11. 

A une solution de 200 mg (0,88 mil) de l,2-dihydroxy-4- 
(4'-nitrophenyloxy)-butane et de 200 mg (0,96 miO de H-carboben- 
zylglycine d^ns 10 ml de benzene, on ajoute 2 gouttes d'acide 
sulfurique concentre. On chauffe au reflux pendant 1 heure, on 

35 laisse refroidir, on lave la solution benzeni^ue successivement 
avec une solution 1 M de cerbonate de sodiun, de l'eau, une solu- 
tion 0,5 H de periodate de sodium et deux fois avec de l'eau. On 
£ limine le benzene et on laisse une matiere soiide blanche cu'on 
cristallise a partir d'un melange d 1 ether de pitrole et d' acetate 

40 d'Stbyle pour obtenir ainsi le l-(iJ-carbobenzoxy)aminoac3tato de 
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1 , ^-f i;^. droxy-4- (4 1 -r_itr :>ph^ rc r lo;:y ) -butuae . 

Cn dissent 7^ :.ir de ce prcduit drns 0,5 ^1 d'une solu- 
tion v.e L3r 1 51 >J d::iis de l'ccide ac^ticue . On secoue lc solu- 
tion pendent minutes ?v:c den chauf f?r;es p-Sriouicue-s liters au 
5 biir-rA:ric boi;i].l;.i.t- Cn rjoute de I'sther a la solution et on 
o;sene un prircipit i . I' extraction c.vec de 1 ' eau do:;ne une phase 
e^ueuse qui contient 75 f. cu chronaphore 4-ritroplr:nyloxy utilise 
diins It reaction. I r ' evaporation du solvant et la recristallisa- 
tion L p^.rtir d'un c.'lan-e d 1 acetate d'ethyle et d'ethanol per- 
10 siett^nt d'obtenir le bronihydrate de 'glycerate de ^-(4 '-nitrophc- 
nylo:-c3r)-2-iydroac^*propy le # 

Les e::e^ples suivonts illuEtrent 1c procid^ de pr^para- 
tion des esters ^ydrolysablos p?r voie ensymstique . 

15 On chemf fe a 10C°C pendant 2 ueurc^ une solution do 15 

si d': r citate de sodium dans dc I'ocide acSticue vlacial (1 11 dans 
l'acstate de sodium) cent enact 1,55 E (10 de l,2-o:cydc-5-(4- 
ritroplienyloxy) -propane. On cliciine l'acide ac '.ti: : iie par jvapor*£- 
tio:: et on it o^ssor le rLsidu sur une colonne d'acide si lie i- 
20 ^ue (4 10 cm) et on elue avec du chloroforne contenant 10 % de 
methanol. L'^luant exempt u' acetate de sodium est ensuite evapore 
a sec, et clirorccto^raphi^ ovec de l'acide silicique et on obtient 
du I-acetoxy-2-hydroxy-3-(4-nitrophsnyloxy)-propane, du 1-hydro- 
xy-£-ac£toxy-5-(4-nitrophfcnyloxy)-propane et du 1,2-diacetoxy-J- 
25 (4-nitroph6nylo:^0 -propane qu ' on peut cristalliser a pe.rtir d'un 
melange d'acetate d'ethyle et d'ether de pstrole. 

De fagon analogue, on pr'pare les coinposes suivants : 
l-acetoxy-2-hydroxy-4-(4 f -nitroplieriyloxy) -butane, 
l-hydroxy-2-acotoxy-4-(4 1 -nitrophenyloxy) -butane , 
pO l,2-diycetoxy-4~(4'-nitrophenyloxy)-butane, 

l-ac^toxy-2-b^"droxy-3-(2 1 ,4 ! -dinitrophe nyloxy) -propane , 
l-hydroxy-2-acetoxy-5-(2 1 ,4' -dinitropbenyloxy) -propane, 
l,2-diuc£toxy-3-(2' ,4' -dinitrophSnyloxy) -propane, 
l-acitoxy-Z-hydroxy^-te' ,4' -dinitroph^loxy)-butane, 
35 l~hydroxy-2-3ce toxy-4- (2 ? , 4 1 -dinitr ophenyloxy ) -butane , 

1 , 2-diace t oxy-4~ (2 r , 4 1 -dini t rophany loxy ) -butane , 
l-acetylamino-2-3iydroxy-5-(4 l -nitrophenylo>^r)-propejie, 
l-anino-2-ac itoxy-5- (4 1 -nitrophinyloxy) -propane, 
l-acet;*la:.iino-2-GC3toxy-5-(4 , -nitroph'2n^'loxy) -propane, 
40 l-€.cetylariino-2-hydroxy-5-(4 t -nitrophenyloxy)-butaiie, 
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l-ariino-2»acetoxy-5-C4 , -iiitroph5iiylo:^)--butane , 

l-ac6i^-lanino-2^acetoxj r -3-(4 , -Ditrophenyloxy)-butai]e f 
l-acstylamino^-bydroxy^-^' j^'-dinitrophenyloxy) -pro- 
pane, 

5 l-amir<o-2-acetoxy-3-(2 1 ^'-dinitrophenylosgO-propane, 

l-ac£tylaiaino-2-acStosy-3-(2 ' , 4* -diiiitrophenyloxy ^pro- 
pane, 

l-acetyla2ino-2-h^ r droxy-4-(2' ,4' -diiiitrophsnylo^ ^buta- 
ne, 

10 l-amino^-acetoxy^-^' ,4'-dinitroph6nylo^')-'butane, 

l-acetylamino-2-ac6toxy-4~(2 1 ,4 f -dinitrophenyloxy)-buta- 

ne, etc. 

De fag on analogue, en utilisant un autre acide carboxy- 
lique comme reactif , on peut preparer leB autres esters d'acides 

15 carboxyliques selon I 1 invention, comma les propionates, valera- 
tes, octanoates, decanoates, tridScsnoates, Ixexadecanoates et oc- 
tad^canoates, par exemple le l-propionyloxy-2-hydroxy-3-(V-nitro- 
phenyloxy)-propane, et les composes du meme genre, le 1-propio- 
nylamino-2-hydroxy-3-(4 f -nitrophenyloxy)-propane et les composes 

20 du mSme genre. 

L'utilisation des sels de thioacides correspondents per- 
met de preparer les mere apt o- esters correspondents, comme par e- 
xemple 1 

1-ac £tylthio-2-hydroxy-4- (4 1 -nit rophenyl oxy ) -butane , 
25 l-mercapto-2-acetoxy-^--(4 , »nitroplienyloxy)-butane, 

1-ac e ty 1 thi 0 -2-ac e t oxy-4- ( 4 f -n it ropheny 1 oxy ) -but an e , 
l-acetyltMo-2-hydro^-3-(^\4 r ^danitrophenyloxy)-propa- 

ne, 

l-merc£pto-2-ac4toxy-3-(2' ^'-dinitropbony^ oxy)-propane, 
30 1-ace ty Ithi o-2-ec e t oxy-3- (2 1 , 4 ' -dinitropheny 1 oxy ) -propa- 

ne, 

l-ac£tylthio-2-hydroxy-4-(2 1 ,4' -diiiitrophenyloxy)-buta- 

ne, 

l-mercapto-2-ac6toxy-4-(2 l ,4 , -dinitrophenyloxy)-butane, 
35 1-acety lthio-2-acetoxy-4-(2 1 , 4 f -c initrophenyloxy ) -buta- 

ne, 

l-acetylthio-2-hydroxy-5-(4 l -nitrophenyloxy)-propane, 

l-mercapto-2-acetoxy-3-(4 , -nitropliinyloxj0-propcaie, 

l-acetylthio-2-acetoxy-3-(4'-nitropbenylo:^)-propane, 

40 etc. 
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Psreillement, si l f on utilise un sutre ecide csrboxyli- 
sue co-.-H; reactif , or prepare les esters correspondents des aci- 
des curboxyliques, co..:me les propionates, valerates, octanoates, 
iccmout-s, tridic^noates, hexadec^.oates et octadfcenoates, p?j? 
5 exenple l-propionylthio-2-hydro3y->^ 

-;t les compos is du meme aenre, le l-propionylthio-^-hydrosy-4- 

(4 '-nitroph^ny 10:7) -butane et les composes du mime genre. 
SXEMELS 13. 

On chauff e au reflux pendant 17 heures une solution a- 
10 queuse tie phosphate iipotcssicus (10 nil, 0,5 H) et de 1,2-oxydo- 
3-(4-nitrophenyloxy)-propcne (0 f 5mH f 98 me), puis on la dilue a 
100 cil et on la fait passer sur une colonr-e de IHAE-Sephadex (3 x 
25 cn). On utilise cor.ne eluant un gradient linesire de bicarbo- 
nate de triethylammonium (500 ml, 0,01 K, pH 7,5 dans le ricipi- 
15 ent m-nanreur et 50c ml , 0,75 £ d^s le i^servoir) pour obtenir 
du l-phosphato-2-hydroxy-5-(4'Knitrop*^^^ du l-by- 

droxy-2-phosphato-3-(4 , -nitrophenyloxy)-propane et du 1,2-diphos- 
phato-3-(4-nitropbenyloxy)-propane sous forme de leurs sels de 
trie thy 1 ammonium. 

^° On maintient & temperature embiante pendant deux jours 

une solution de 1 mil de l,2-dihydrox-'-3-(4 , -nitropbenylo2y)-pro- 
pane dans 3 ml de pyridine seche contenant 1,5 n& de sel de pyri- 
dinium de beta^cyano-athylphosphate et 0,35 g £e dicyclohexyl- 
carbodiimide. On ajoute de I'eau et apr£s 2 heures, on filtre la 

25 solution. On evapore a sec le filtrat et on le dissout de nouveau 
dans de l'hydroxyde d 1 ammonium 5 IL Apres 90 minutes a 50°C, on 
i vapor e la solution et on place le residu sur une colonne de 
D£AE-3ephadex (2,5 x 25 cm). On -Slue la colonne comme decrit plus 
h&ut. ^pres lyophilisation, on obtient sous forme de sels de tri- 

30 ethylaasonius les composts suivants : l-phosphato-2-hydroxy-3- 

(4 , -nitrophenylo:^)-propane, l-hydroxy-2-phosphato-3-(4' -nitro- 

phenyloxy) -propane et l,2-diphosphato-3-(4 , -nitroph6i^lo3!y)-ppo- 
pane. 

De meme, on prepare les phosphates suivants : 

35 l-phospbato-2-hydroxy-4- (4 1 -nitr ophJlny loxy ) -butane , 

l-hydroxy-2-p2icsphato-4-(4' -3itrophsnylosy)-butaxi9 , 

l,2-dipho£phato-4-C4 , *nitrophonyloxy)-butane, 

l-pho^hato-2-ly&rozy-jK2 1 ,4* -diaitrophenyloxy) -propa- 
ne, 

40 l-hydraxy-2-?hospheto-> (2 " , 4 1 -dinit rophenyloxy ) -pr opa- 
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ne 9 

l,2-dipbosph:jto-3-(2 1 , 4 1 -d in i t r op h : jy 1 o™ ) -p r op a n e , 
l-phosphato-2-hydroxv-4-(2 1 ,4'-£initroph4nyloxy)-butrine t 
l-hydroxy-2-phosph£to-4-(^ ' ,4' -dinxtroplr^ylosiy )-butaiie, 
5 1 , 2-diphosphst o-4- (4 1 -ni troph^n^ lo>:y) -but ane , 

l-phosphatanino-2-liydr oxy-5- (4 1 -nitrophenyloxy ) -propone , 
l-amino^-phosp^.to-^-C^'-nitroph:' n^'loxy) -propane, 
l-phosphetanino-2-pho splits to-4- '4 '-niurcph^nylo:^) -propa- 
ne 9 

10 l-phosphate^ino-2-hydroxy-4-(4'-n 

l-amino-2-phosphato-4-(4 , -nitrophcnyloxy)-biitaDe t 
l-phosphatamino-^-phosphato^-^'-nitrophir^ 

ne, 

1-phosphc tamino-^-bydrox^-J-C^ 1 ,4* -dinitroph^nylo^O- 
lJ propane, 

l-amino-2-phosphato-5-(2 f ,4" -dinitrophrinrloxy) -propane, 
l-phosphatamino-2-phosphato-3-(2 1 ,4 , -dinitropheriyloxy)- 

propane, 

l-phosphatanino-2-hydroxy-4-(2 1 ,4'-dinitrophenyloxy)-bu- 

20 tane, 

l-amino-2-phosphato-4-(2' ,4 , -dinitrophenyloxy)-butane, . 

l-phosphatamino-2-phcsphato-4-(2 , ^"-dinitrophenyloixy)- 
butane, etc» 
KmiPLE 14. 

25 A une solution de eimethylf ormainide et d'acide sulfuri- 

que concentre (2 ml; 3:1 vol/vol), on ajoute 195 a £ (1 a&O 
l,2-oxydo-3-(4 , -nitrophenoxy)propane. Apres 1 heure a temperature 
ambiante, on ajoute 20 ml d'eau elacse et on neutralise la solu- 
tion avec de I'hydroxyde d 1 ammonium. On purifie le produit soit 

50 par chromatographic sur du papier .Thatnan de 3 mm dans le Solvant 
C soit par chromatographic sur du DEAS-Sephadex. Pour la chroma- 
tographic but colonne, on dilue la solution de reaction a 100 ml 
avec de 1'eau et on la fait passer sur une colonne de DZAE-oepha- 
dex (5c x 4 cm). Apres lavage de la colonne avec de l'eeu en une 

35 quantite 6gale a 5 a 6 volumes du lit, on elue la colonne en uti- 
lisant un gradient de bicarbonate de triethylamonium (500 ml de 
sel 0,75 & dsns le r'servoir i pH 7,5 et 5CC ml d'eau dsns le re- 
cipient melaur;eur) . On ilue I'ester sulfuri^ue svec du bicarbona- 
te de trie thy lammoniun (0,01 a 0,1 il). On combine les fractions 

40 de ce pic et on les lyophilice pour obtenir les composes suivunts 
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sc.::: forme de l=:m*ij sels d* triw , bbyli--..cr-iun : l-hydroxy-2-sulf e- 
to-^- '3 r -r-i-^oyl: J - ..y lor--* ) -j-ropsne , 1 , 2-disulf £t o-3-(4 1 -r.it?-oph:-ry t 
c:-:y )-pi'op3^s 1-c.ulf etc— -Lydroxy-;-(4' -ziitrophSnyioxy)-propa- 

"5 Cn diss- out 1 ar do l^-^iyvirosrv-^-C^ 1 -nitroph^nyloxy)- 

prop^ne dens J :: 2 tic- di-u'tisylf orsisialie yec et ^xoid .coatsnunt 
C,4l S a;.;) de dicrcioV.e£?^ f lCi»rbodii , ni:l.c - Gn sjcivte ensuits une 
colutic:: y Ir,c4e de 1,1 ri: d'&cide srlfuri::ue dfcns 5 ~1 do dirae- 
tlv r irorsi5.-ide sec # , % u bout do 1? minutes, or, s^pare la dicyclohe- 

10 x?lu?:Se pr-Scipit.'e pjr filtrrtio2, on cv, pore le Tiltrst pour ob- 
tfsnir une huile, on a^oute ICC ml d'es-u *u r^sidu et on fe.it pas- 
ser cette solution sur line colo- ne de D-L*3-5ephedex (2,5 x 25 cc). 
On aeveloppe le colonne en utilise-!; les :nenes conditions cue 
prec-SdeBEent, a ceci pres cue le credieat est de C,01 a 0,5 l*- 

15 pour le bicarbonate dc triSthyl a-unicuiur: . Les esters sulfuriques 
sont obtenus entre 0,01 ct C,l K de bicarbonate de triStfcylaaiao- 
niua et on les isole. sous forme de leurs sels de triethylazr::oni- 

De fe$on analogue, on prepare les esters sulfuriques 
20 suivants : 

1-sulf ato-2-hydro2y-4~ (4 1 -nitropheny loxy ) -butane , 
1-bydr oxy-2-sulf at o-4- (4 ' -ni tr opfcenyloxy ) -butane , 
1 , 2-di sulf oto-4- (4 ' -n it r ophenylo:;y ) -butane , 
l-sulfsto-2-hydroxy-3-(2 • ,4" -dinitropMnylosy)-propane, 
25 l-hydroxy-2-sulf at.o-3~(2 1 ,4 f -dinitrophdnylo3cy)-propene, 

1 , 2-6 i suirat 0-5- (2' ,4-' -dini tr oph^ny 1 oxy ) -prop an e , 

1-sulf ato-2-hydroxy-4-(2 ' ,4' -dinitrophenyl 02^7) -butane, 
l-hydroxy-2-sulf ato-4-(2 ' ,4 1 -dinitroph-5nyloxy)-butane , 
l,2-disulfato-4-(2' ,4 f -dinitrophenyloxy)-butane, 

30 1-sulf ata3Hino-2-^dro:^y->-(4 f -nitrophenyloxy)-propane 1 

l-amino-2-sulf ato-3-(V-nitroph*nyloxy) -propane, 
1-sulf 2tanino-2-sulfato-3-(^ , -nitrophenyloxy)-propane, 
l-sulf=t£^ino-2-> i ydrox3 r -5-C4 , -nitroph9nyloxy)-butane, 
l-a^ino-2-sulf2tO"5-(4'-nitrophenylo:s5r)-but£jQe, 

i>5 l-£uli^^tr.iiii;o-2-sulf?to-3-(4 , -nitroph-5nylo^)-butane, 

1-sulf strcino-2-fcydroxy-3- (2 1 ,4' -dinitropfconyloxy)-pro- 

pc~ne, 

l-c::i^o-2-sulIato-J-C2^4. , -dini>^oph^nylo:^)-prop8ne J 
1-sulf i\t£r;ri"0-2-sul^^ 

40 pans, 
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1-sulf stra:iino-£-hydroxy-4~(2 ' ,4 f -din:Ltrophenylo;^0-butG 

ne, 

l-amino-2-sulf a t o-4- (2 * , 4 ' -dini tr ophsny 1 oxy) -butane , 
l-sulfat&aino-2-sulf3to-4-(2^^ l ^nitroph^loxy)-buta 

On dissout 2 mM d 1 aaino-acide de 17-benzoyl-L-phenylala-. 
nine d^ns 1 ml de ding thy lsulfoxyde (SfcSCO sec contenant 2 mil de 
triethylamine et on ejoute 2 mil de l,2-6poxy-3-(p-nitrophenoxy)- 

10 propane. On chauffe la solution en bain-si3rie bouillent a l'abri 
de l'humidite jusqu'a ce que la c.c.m. (benzene: oc^tone « 9:1 ou 
4:1) montre qua la totality de l'epoxyde a reagi pour donner des 
produits ayant une valeur beaucoup plus f aible (duree de la 
reaction 3 M heures). Apres evaporation du DMSO sous un vide 

15 pousse, on chromr.tosraphie le residu sur du gel de silice (100 g, 
0,05 a 0,2 mm, 44.210 microns) en utilisant comme <§luant un me- 
lange de benzene et d' acetone (4:1) pour obtenir ainsi I 1 ester 

4-(4-nitrophdnvloxy)-2-hydroxy-n»butylique de N-benzoyl-L-phsnyl- 
alanine* 

20 De fa$on analogue, on prepare 1' ester 3-(4-nitrophenylo- 

xy )-2-hydroxy-n-propylique de N-carbobenzoxy-l-phenylalanine, l 1 - 
ester 4-(p-nitroph4noxy)-2-hydroxy-n-butylique de ff-carbobenzoxy- 
L-glycine, 1' ester 3-(p-nitrophenoxy)-2-hydroxy-n-propylique de 
N-t-butoxycarbonyl-L- tyro sine et l'ester 4-(p-nitrophenoxy)-2-hy- 

25 droxy-n-butylique de IJ-t-butoxycarbonyl-L- tyrosine. 

On dissout 1 mK de 1 'ester 4~(p-nitrophenoxy)-2-hydroxy- 
n-butylique de lT-carbobenzoxy-L-glycine dans 5 ml d'acide tri- 
fluoracetique (TFA), on bouche hermetiquement le flacon et on le 
maintient pendant toute une nuit a une temperature de 30-40°C 

30 (temperature du bain). On evapore a sec le melange & une tempera- 
ture inferieure a 40°C et on fait disparaltre les dernieres tra- 
ces de TFA par deux co-evaporations avec addition d'un melange 
d'ethanol absolu et de toluene. Le trif luoracetate de l 1 ester 3- 
(4-nitrophenylo^)-2-hydroxy-n-propylique de glycine cristallise 

35 lors de la trituration avec de l'ethanol absolu et peut etre re- 
cristallise a partir d f un melange d'fithanol et d f ether. 

L' evaporation avec un chlorhydrate 1 N permet d f obtenir 
le chlorhydrate de l f ester 3-(4-nitrophenyloxy)-2-hydroxy-n-pro- 
pylique de glycine. 

40 On dissout environ 400 ng de t£traf luoracetate brut de 
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l'sster :=-(^itroph3i,ylo>-0-2-h7dro:c7-n-propylirue de L-phinyla- 
lcnins pr-pari de la f&con decrite dsns 40 ml de Ee02 a 60 JS et 
on applique la solution au sonnet d'une colonne de Dowex-50 (H + ) 
(15 * 2 ca) ; q uilibrce avec du HeOH a £0 Cn lave d'acord la 
5 colore r-vec environ 500 ml de L:e03, puis svec 100 ml de KC1 
0,01 IT ctns du IleOH a 80 £, on elue le produit avec du chlorhy- 
ir.-:te C,<i IT dens du i.eCH a £0 g, en surveillant l'elution a l'ai- 

Vx * ? ^l3'seur aux reyoas ultraviolets. Or. reunit les frac- 
tions qui contiennent le produit, on les Svapore a sec (teroSra- 
10 ture iaf ,pieure t 40=0, on elinine la majeure pertie du chlorhy- 
turste e- exces par des ^evaporations repetees avec H-0 et on ' 
cristellise le rwidu huileux per trituration avec de l'ethanol 
aosolu. La recristallisation a partir d'un m-ilange c'ettenol et 
C ether permet d'obteair le cnlorhydrate de 1' ester 3-(4-nitro- 
15 F^5nylox7)-S-a r apo:- ? -n-p r0 pyii; iU e de L-phenylalenine. 

On laisse a U repos a teaperature £jLbia=te pendant 1 heu- 

re 500 ag de 1 'ester 3-(p-nitrophenoxy)- 2 ^droxy-n-propylioue de 
L-tyrosiae daas 6al d , acide tririuorac6tique> 1 , eVaporatiM de 

1 acide trifluorscetioue donne une mousse blanche homogene par 
20 c.c.m. On transforme les trif luoracetates en chlcrhydrates par 
deux evaporations avec addition de 1 ml de chlorhydrate 1 N- on 
recristsllise le chlorhydrate de 1 -ester 3-(4-nitrophenyloxy)-H- 
hydroxy-n-propylique de tyrosine k psrtir d'ccdtste d'dthyle et 
on le recristaliise de nouveau a partir d'un melange d'ithanol e t 
e.? a' ether. 

On obtient le chlorhydrate d' ester 3-(4-ritrophenyloxy)- 
n-butylique de tyrosine sous une forme cristalline a partir de 

E 2 0 et or- le reeristt'Uise a pcrtir d'un mzlan 5 e d'athanol et d'- 
etlier. 

30 Les exemples ci-apres illustrent le procedc permet taut 

de mesurer 1-aetlviti enzymaticue dans une matiere biologicue. 

A une solution de l-?hosph D to-2-hydroxy-4-C4-aitroT>b/- 
n yloxy)-butune (7 soles/ml) foaut substrat dans un tamponade 
,5 bic«bo= B te de sodium (0,1 II, pH 8,0) ou'on ^cuilibre a 2 5 °c on 
ejoute une saay=e phospioaonoestSrase alcalde purifiee de 3! Co- 
ll (10 pi, 1,1 5 nryfci). Feriodiouemont, 0* soutire des oortloIT 
C0,4 ml) et on les ajoutc e une solution oxydante (0,6 ml) a • 
ur 5 °! G % La 5 ° lution «y^"*e contient 2,7 mo l es de chlorhydrate de 
40 maonylacune c-t 0,01 nolo de perlodat. de sodium dans un tam ? on de 
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phosphate de potassium (0,1 pH 7,5). Xzvxz Vcmly&e uc cliarvue 
portion su bout de 5 minutes dans la solution oxydante a la tem- 
perature indiquse, on relevc la densitd optique de la solution k 
400 m^i contre une solution -tjmoi:: qui contient tous les ria.ctifs 
5 i 1 'except! od de I'enzyne, en utilis^nt des v-. leurs nolcires d'- 
extinction de 11.200 a 515 m^ pour le substrat. La recuperation 
de l'ion 4- nitrophcrolate, inesurils p^r voie spectrophotonstriyue $ 
est sensiblement thoorique lors d f ux: titrate apres 21 heures. 

On obtient des risulttts analogues en utilisent le 1- 
10 phosphato-2-hydro:^-4-(2,4-dinitroph6^ c-vec la merae 

encyme et pour les deux substances avec In pliosvlioiuonoesterese a- 
cide des germes de ble. 

ranftrpia 17 . 

A Tine solution de carbonate/bicsrbonate de sodium (1,0 
15 m|i, pH 9,0, 0,1 i:.) contensnt du l-phosphato-2-iiydroxy-4-(^'-ni- 
-.rophenyloxy)-butane (3,0 mil de sel d ' ammonium) , on ajoute 0,01 
mp de phosphomonoest erase clewline ( 1 m^/ial, de sel fractionne 
seion Worthing on Biochemistry freehold, IT. J.) . Apres un inter- 
valle de temps donn6 (en minutes), on prcleve 0,1 ml de la rt-ac- 
20 tion qu'on ajoute a une solution de metaperiodate de sodium (0,4 
ml; 0,025 M 37). Apres 2 minutes environ, on ajoute 0,5 ml (0,2 
M) d'hydroxyde de sodium et on determine le pouvoir absorbant de 
4-nitroph6nyloxy a 400 mji. Ls reaction est d'ordre z£ro pendant 
eu moins les 20 premieres minutes et on fcy^rolyse 50 ^ & e subs- 
25 trat par minute, par ng de proteine et per ml tie solution de re- 
action. La couleur mesuree est proportionnelle k la quant it 6 de 
l 1 enzyme ajoutee. 
KTO1PLE 18, 

On prepare des solutions de substrat contenant 100 mM 
30 par ml de. methanol de I'un des esters suivants : ester 3-(4-ni- 
troph6nyloxy)-2-hydroXj r -n-propylique de L-glycine, ester J-(4-ni- 
troph6nyloxy)-2-hydroxy-n-propyligue de L- tyrosine, ester 4-(4- 
nitrophenyloxy)-2-bydroxy-n-butylicue de L- tyrosine et ester 3- 
(4-nitrophenylo;-^0-2-bydroxy-n-propylique de L-pbSnylalanine. 
35 On prepare des solutions enzymatiques £ux concentrations 

suivantcs : 2,5 ni£ d 1 elpha-cbymotrypsine/25 ml de KCl 0,001 N; 
2,5 mg de trypsine/25 nl <*e EC1 0,001 JT; 2,5 *S d * pepsine/25 ml 
d'acetate de sodium 0,1 U u pH 4,5; 2,5 J ^U ^ pepuine/25 ml d*- 
eau; 2,5 mg de panprotcese/25 ml d'eau; 2,5 ^ s pron2se/25 rcl 
40 d'eau. 
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Cn diteruiiiy I » .-etivite aes est:r-se^ er --ilt^ngeant C,l 
-I de l:i solution de sul-strat cvec C,c r.i de t::;:v?on phosphtt^ 
(C,C5 ?IZ S) st er- Icuiliorcnt le -flange a ^7°C. Cn ?^cut 
ci;:.tc ycric^icuerient 0,1 nl is solution Ce ]'enzyae t J7°C, on 
5 prlleve c-lse portions de C,l ou C,C5 ml et cn :.ee fsit tonbor a 
J. si^e a une iripettc d&nc one capsule contenant 6 ou 5,5 ni d'a- 
c-Itate -ve sodium et c,C5 nl d3 psriodcte, aprls cuoi 02 efiectue 
le titrate da Is f-.-cori dicirite plus loin. Le temoin coatieat 0,1 
ou C-,05 nl de cblorhydr?te 0,001 IT au lieu de Is solution eczyma- 
10 ti:;ue et on effectue son incubstior e:^c\;e:7ier:t corce pour l 1 en- 
chant ill on. 

A l'cide -'.'une pipette, on transfere 0,1 el du produit 
de ruction ensyncti-j-ue dsns une capsule de 1 ill contencnt 0,6 
(ou C,S5) ml c.e tampon acetate dc sodium (0,1 pH 4,5) et 0,05 

15 ml de metaperioc-te de sodium (0,1 ;.:). Apres 5 minutes dans un 
bain-marie a 50°C, on r^oute C,C5 nl d f ethylene-glycol aqueux 
(0,2 iO et on zaaintient la cellule pendant 5 minutes de plus a 
50°C. On reduit quantitativeT.ent I'exces de periodate avant d'al- 
caliniser la solution. Apres la reduction, on ajoute 0,2 ml (vo- 

20 lume total 1 ml) de chlorhydrate de mSthylamine (environ 5 M, pH 
0,5) et on mesure le pouvoir absorbant a une longueur d'onde de 
400 m M au bout de 5 -inutes (lorsqu'il s'agit d 'esters de propa- 
ne-diol, apr£s 25 ninutes a 50 C C), Le temoin contient tous les 
memes ingredients sauf 1' enzyme et il est mis en incubation comme 

25 I'echantillon. Un pouvoir sbsorbsnt de 1,S0 correspond a C 1 rail 
de I'snino-ester par ml. iX^V 1 ***** & 9.5 de p - nit ro P henola- 
te = 400 m^i, t = 16.000), ce qui indique 1 'hydrolase de 0,1 mH 
d* ester d 1 amino-acide par 1' enzyme. 

Les essnis ci-deSKUs demontrent que 1' ester 5-(4-nitro- 

30 phenyloxy)-propylicue de L-£lycine est un excellent substrat pour 
l'alpha-chymotrypsine et la trypsine au pH 5. Zn outre, l 1 ester 
3-(4-nitroph5nyloxy)-lT-propylique de tyrosine est -galement un 
bon substret pour la pan-?rot£&se et la pronase. 
aXEKPLS 19, 

35 ° D prepare des solutions de substrate en utilisant la 2- 

^ro^-4-(p-nitrophinoxy}-^ et la 

. Sroxy-3-(p-nitro?fc4n conte- 
ncnt environ 20 mnoles per =il de tampo- phosphate 0,01 pE 6, 
7> 8 et S. Dans le c&.s de la 2 -hyd r ozy -4^ (p - E i tr ophen 0^7 ) -.7^ 1 - 

*r0 ac^t3/l-L-tyrosyl)-l-but^-lanine et de I* ester 2-hydroxy-4-(p-ni- 
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troph.inoxy)-n-butylique de N-acetyl-L-tyrosine, on utilice des 
solutions satur^es, leurs solubilites respectives d;:ns dec tan- 
pons phosphate 0,01 M etant d' environ 1 millimole p^r nil et dimi- 
nuent a des pH plus elevfs. 
5 A 1 ml de solution de substrat k j r /°0, on ajoute a Is 

pipette 10 A d'une solution de 1' enzyme dsns du HC1 0,CC1 11, 3ga- 
lement equilibree a 37°C et apres incubation a *i7°C, on prileve 
des portions et on effectue des titles k certains intervenes 
de temps. 

10 On effectue le titrage comme suit : on introduit a la 

pipette 0,1 ml de la reaction enzymaticue d-rjas une capsule de 1 
ml contenant 0,2 ml ci'une solution I (solution I = 0,1 M d f ac<§ta- 
te de sodium-0,Cl L5 de ITalO^, 1:1); apr£s 5 minutes dans un bain- 
marie a 50°C, on ajoute 0,7 nil d'une solution II (Solution II « 

15 0,2 U d 1 ^thylene-clycol - environ 2,5 K de raSthylamine , reglee a 
PH 9,5 avec HCl, 1:6) et on mesure le pouvoir absorbant a\= 400 
m^ au bout de 5 minutes ou au bout de 25 minutes selon la nature 
du substrat . 

a) Dans le cas d 1 esters d'aminoacides de 4-(p-nitrophe- 
20 noxy)-l f 2-butanediol ou d' amides d 'amino-acides de 4-(p-nitroph<§- 
noacy)-2-hydroxy-l-butylamine, l f elimination du p-nitrophenolate 
est quantitative en 5 minutes a la temperature ambiante et on me- 
sure done le pouvoir absorbant 5 minutes apres l 1 addition de la 
solution II. 

2 5* b) Dans le cas d'esters <? , amino-acides de 3-(p-nitrophe- 

noxy)-l t 2-propanediol ou d'amides cl ' amino-ocides de 3-(p-nitro- 
phenoxy)-2-hydroxy-l-propylamine, on maintient la capsule a 50°C 
pendant 25 minutes avant de mesurer le pouvoir absorbant a JL = 
400 pour assurer une elimination a 50 % suff isriament reproducti- 

30 ble du p-nitrophenolate. 

Le temoin contient tous les ingxSdients de l'echantil- 
lon, k ceci pres que la solution ensyrratique est renplacce par du 
HCl 0,001 N. Les calculs sont bases sur le coefricient d' extinc- 
tion de 18.000 dcterain* pour le p-nitrophenolate dens environ 2 

35 moles de methylamine a pH 9,5. 

Les experiences ci-dessus indiquent que les amides des 
amino-acides de 2-hydroxy--4-(p-nitrophenox30-l-butjaamine et 2- 
hydroxy-3-(p-nitropMnoxy)-l-propylamine respectivement sont hy- 
drolyses par diverse s enzymes protSolyticues, a scvoir I'alpha- 

40 chymotrypsine, la pan-protease, la pronase et la peptidase a une 
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petite- Vitesse. La < i-:3ydro2y-4-fe-nitroph^noxr)-::-(ii«-ac.;tyl-i- 
tjrroa^-D-l-outv^ai-e cot hydro^soo par 1 • alpha^hyaotrypsine a- 
vec un i: Q = O.OOS3 nll/sin/rac d ' on?.yn e /ml . Les esters des alpha-e- 
_ f^o-acides t.vec un x -05 &eae le frcgaoat alcool sont en general 
5 Irycrol;sis tris recileaeut 4 des pli d'enviroi; 7. x' aster 2-hydro- 
^-^-(p-Eitroph^c^O-n-butylicjue de IT-acctyl-L-tyrosine est un 
substrat actif pour 1'alpha-chymotrypsine et d'autres enzynes 
protiolytioies. 

L'erremple suiv*nt illustre le proc^de peraiettant de ne- 
10 surer les concentrations ;-.e periodates. 
S^t .PL5 20. 

On pripare deux solutions exa-cteraent identioues coate- 
aant ua periodate. Cu utilise lc solution "initiale" P our C ter- 
ninsr le pericyte iaitielouent present et on utilise la solution 
15 ce "r£action" pour d: terminer le periodste present apras la rSac- 
rior. d'oxydation du cocposaat iacoanu. On ajjouta le couaosant in- 
connua la solution de "reaction" et, apres 1' achievement de l'o- 
xydation, on c^cute du l,2-ainyQro^-4-(4-nitroph3nylo^)-butane 
aussi bien a la solution "initiale" qu'a la solution de "r6ac- 
20 tion". Apres 15 minutes, on a^oute un tampon alcalin au:r deux so- 
lutions et apres 5 cinutes, on determine leur couleur a 400 mu. 

La qaentit* de l-pho S phato-2-l 5 -dro Xy ^(4'- n itropheaylo X3 r)-butaae 
agoutis est environ triple de la quantity de period-t- d-ns 1- 
solution "iritiale" et la ouantiti de pericdate drns cefcte solu- 
tic:: est sui'fisEnte pour dorncr environ 0,8 unite A apres 
trritement c-vec le tampon alcalin. La cueatitS de pe?L'.'nte con- 
sooiie par 1 'Schantillon inconau est le cuotient de la difference 
eatre la v^leur SL^ de la solution "initials- et la vn~ur * 

Ce 1: - S0lati5 = ; ' e "r-;r.ctio=» oar la valeur Claire d • ^inctio^ 
jC •;- :.'.ion ^-nivrophcnclate. 

Cr i-..vi; en oeuvre ce procidf svse le 5'-v>hos^iat- d • *d'- 
nosine (en rualiti d'in^dient iacoanu) sous forae d'uae solu- 
tion soueuse de ce phosphate (o,04£e sel sodicue) , une solu- 

_ ecUeUSe de 1 ^^ i ^^o^-*-(4'-nitroph.:a:ao^)-but^e (c t 01p 

p5 te) ~ x css valeurs mole-ires £ 'extinction de £ = 1,12 x 10 4 a 515 

poyr le l.^i^dro^-^C^'-aJ.trop^lo^)-^^ et du peri- 
cyte :i3 sodiu« aoueux (C,C5l£ ll) et on determine la concentra- 
tion de l'ioa pericyte k una vslsur t= 157,9 a 50C mu dans un 
ta-pon acetate (1 K; pH 4,5). 

40 A 0,8 nl :.a 1;> solution "initiale" et de solution de 
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"reaction", on ajoute C,22 ml de l,2-dihydroxy-4-(V-nitrcp!icnvlo- 
xy)-butane en solution. Apres 15 ninutes, on S'0oui;e une portion 
(0,05 nl) de ce Qclange a Tin tampon bicarbonate/carbonate de so- 
dium (0,95 *!> 0,1 11; pE 9,5). Apr 6s 5 minutes i\ >0°C, on effec- 
5 tue des "lectures" L 400 pour 1c solution et pour un tinoin 
cui ne contient pas de periodate. On trouve pour la solution "i- 
nitiale" 0,85 et pour la solution ue "reaction" 0,465« Le quo- 
tient de cette difference (0,365) par le valeur molaire d r extinc- 
tion de l'ion p-nitrophenolate (1,64 x 10*) est de 2,3 x 10^ LI, 
10 ce qui donne une analyse de 96 w de le tfceorie. 

CJuand on repete cette operation en utilisant du 1,2-di- 
hydroxy-4-(2,4-dinitrophfcn5 r lQxy)-butane et une valeur raolaire d'- 
extinction C» 9*5 x k 301 nifi, on obtient des r^sultats simi- 
lalres* 

15 on utilise ce meme procade pour determiner les concen- 

trations de D-arabitol et de E-glucose ainsi que la teneur en 
glycol dans les acides ribonucleiques et avec des triglycerides 
tels que la tripalmitine, les re.sultats obtenus 6tant similaires 
dans chaque cas. 
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1. Compose r6pondant & la foraule : 
R 1 - CH 2 - (CH 2 ) n - CH - CH - R 2 



H 10 a 

1 



in (s) 



, J dans laquelle R~ est un groupe indicateur, n est Ooul, R 2 est 
, un atome d'hydrog&ne ou un anticorps ou antigene couplS, R 10 est 
un groupe hydroxy ou un groupe hydroiysable par voie enzymatique 
iO et R est un groupe hydroxy, amino, mercapto ou un groupe hy- 
droiysable par voie enzymatique, avec la condition que lorsque 
R est un atome d'hydrogene et que R 10 et R 11 sont tous deux au- 
tre s que des groupes hydrolysables par voie enzymatique, n doit 
etre egal a !• 

2. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce 
que n est 1. 

3« Compose selon I'une des revendications 1 ou 2, carac- 
terise en ce que R 1 est un groupe 4-Bitrophenyloxy , 2,4-dinitro- 
: phenylqxy, fluorescein ou m^thoxyfluoresceine. 
20 : Compose selon I'une quelconque des revendications 1* 

; a 5, caracterise en ce que R 10 et R 11 sont des groupes hydroxy. 
\ 5« Compose selon l'une quelconque des revendications 1 

& % caracterise en ce que R 2 est l'hydrogene* 

6» Application des composes selon la revendication 1, a 
25 la mesure de l'activite d'une enzyme, caractdrisSe en ce qu'elle 
consiste a hydrolyser un compose de formule G dans laquelle R 2 
est 1'hydrogene et au moins l'un des groupes R 10 et R 11 est un 
groupe hydroiysable par voie enzymatique, n et R 1 etant tels que 
d&finis dans la revendication 1, avec une enzyme convenable pour 
30 obtenir un compost de formule : 

R 1 - CH 2 - (CE 2 ) n - CH - CH^ 

L L (0) 

R / R 8 

35 dans laquelle n et R 1 sont tels que definis plus haut, R 7 est un 
groupe hydroxy et R est un groupe hydroxy, amino ou mercapto ; 
. et a traiter un coipcce de formule (C) avec un agent oxydant ca- 
f pable de cliver les atomes de cax-cone portant les substituants 
R et R , puis a elimincr le groupe indicateur (R 1 ). 
^° 7. Application selon la revendication 6, caractSrisee 
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en ce que le groupe hydroiysable par voie enzycatique est un 
. groupe ac^toxy, phosphato ou sulf&to. 

: | 8. Application selon la revendication 7, caracterisee en 

■- ce que B represents le groupe hydroiysable par voie enzyaati- 
5 que et H est le groupe hydroxy. 

9. Application selon l'une quelconque des re vendi cations 
6 a 8, caracterisee en ce que E 1 est un groupe 4-nitrophenyloxy , 
2,4-dinitrophenyloxy, fluorescein ou methoxyf luoresceine , que 
1" agent oxydant est un ion periodate et qu'on effectue l»61ini- 
10 nation avec une amine aliphatique prinaire ou secondaire. 



